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RESUMO

Os microplasticos (MPs) sdo poluentes emergentes e, atualmente, considerados onipresentes. Durante o tempo
de vida das particulas plasticas “descartadas” em ambiente natural ocorrem processos fisico-quimicos que
propiciam seu “envelhecimento”, mudando morfologia, composi¢do e gerando quebras do material. A
identificacdo e contagem visual/manual de MPs pode ser uma tarefa demorada devido a sua diversidade de
tamanho, forma, densidade e composicdo. A utilizagdo do corante seletivo Vermelho do Nilo (NR) tem sido
muito empregada na identificacdo dos MPs, entretanto, sdo poucos que definem e esclarecem uma metodologia
facilmente aplicavel. O estudo teve por objetivo desenvolver uma metodologia identificativa otimizada e semi-
automatizada para MP-PVC com utilizacdo de NR, bem como determinar as influéncias do envelhecimento do
MP-PVC na etapa de identificagdo. Para isso, foram realizados testes com dois tipos de membranas, sendo a de
fibra de vidro a mais adequada para o estudo. A melhor condi¢do de pigmentacéo foi a insercdo do pigmento
diretamente na membrana, apds a filtracdo do MP e com aplicacdo de 1 mL de solugdo NR (10 mg/L)
solubilizado em metanol. Foram propostas adapta¢@es para a analise com o microscépio, utilizando camadas de
papel celofane como filtro de luz e adicionando uma iluminacdo auxiliar para o direcionamento da luminosidade.
As particulas de MP foram submetidas a radiacdo UV-C com diferentes tempos de contato, e o seu efeito foi
avaliado pelo monitoramento de atributos de textura e rugosidade das imagens obtidas em MEV e por FTIR,
utilizado para identificacdo das alteraces quimicas depois do processo de radiacdo. As adaptagdes realizadas
no microscépio foram eficientes para obtencdo das imagens e para desenvolvimento de procedimento semi-
automatico de analise de imagens, o que permitiu a inferéncia da melhor concentragdo, quantidade e forma de
pigmentacdo de MPs. As imagens obtidas a partir do MEV permitiram analises numéricas, e destas, verificou-
se que a entropia é uma boa métrica para averiguacdo de textura e irregularidade morfoldgica das particulas.
Percebe-se que o envelhecimento de 11 dias providenciou mudangas na superficie dos MPs, e a pigmentacdo ja
ndo tornou-se tdo efetiva. A aplicacdo das imagens de microscopia no ImageJ evidenciaram uma dificuldade
identificativa dada a rugosidade da membrana de filtracdo, que gera: localidades de baixa luminosidade na
amostra e dificuldade de foco pelo microscépio. Desta forma, a averiguacdo das amostras por imageamento
ainda necessita de aprimoramento.

PALAVRAS-CHAVE: Microplasticos, PVC, analise semi-automatica, Vermelho do Nilo.
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1. INTRODUGCAO

Os microplasticos (MPs) sdo contaminantes emergentes que geram grande preocupacdo global (Tadsuwan e
Babel, 2021) devido a sua ocorréncia generalizada no ambiente e a seus potenciais riscos aos organismos e a
salde humana (Gao, 2023). As particulas plasticas menores que 5 mm sao consideradas MPs e podem ser
classificadas como primarias ou secundarias. As primarias sdo aquelas advindas de produtos de higiene, de
aplicacbes domésticas ou industriais, ja as secundarias, sdo derivadas da fragmentacdo do material plastico
originario por acdes intempéricas, tanto fisicas quanto quimicas (Koelmans et al., 2022). Atualmente, muitos
estudos tém demonstrado que o envelhecimento pode alterar a estrutura da superficie e a composi¢do quimica
dos MPs (Liu etal., 2021), por esse motivo a previsao do comportamento do MP a longo prazo no meio ambiente
€ um tdpico relevante. No entanto, o principal desafio é a lenta degradacdo dos MPs em condic8es naturais,
causada pela pouca exposi¢do a radiacdo ultravioleta (UV) e efeitos bioldgicos e do calor (Zurier e Goddard,
2020). Como alternativa aos processos naturais, podem ser empregados métodos tecnoldgicos de
envelhecimento em laboratorio, acelerando-o através do aumento na intensidade dos fatores degradantes, como
por exemplo, irradiacdo de luz UV-C (Liu et al., 2021).

Os MPs séo particulas com grande intercorréncia de formatos, densidades, tamanhos e composicgao, além de
apresentarem grande capacidade dispersiva (Mazzoni et al., 2024), o que dificulta o desenvolvimento de
metodologias padronizadas que sejam eficazes para identificacdo do poluente (Koelmans et al., 2022). A
quantificacdo de MPs pode ser realizada por procedimento de contagem manual, que normalmente é um
processo complicado e demorado, ou por emprego de métodos de microscopia Optica, microscopia eletrénica de
varredura e microscopia de forga atbmica (Woo et al., 2021). J& para a identificacdo quimica, podem ser
empregadas técnicas como espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), € por micro-
Raman, porém, tais técnicas ndo oferecem resultados de forma rapida, otimizada e com baixo desprendimento
de recursos (Shruti et al., 2022). O desenvolvimento de procedimento automatizado de contagem pode aumentar
a confianga e encurtar o tempo de resposta requerido para tomada de decisdo em tempo adequado. As técnicas
de andlise otimizadas apresentam vantagens para uma grande diversidade de estudos na &rea ambiental porque
podem facilitar a obtencao de resultados precisos, bem como uma padronizacgdo de averiguagao para amostras.

Uma maneira promissora de identificar e analisar MPs envolve o uso do corante fluorescente seletivo Vermelho
do Nilo, ou em inglés, Nile Red (NR). Esse corante é pouco solvel em agua, e detentor de grande capacidade
de dissolucdo em solventes organicos (Greenspan, Mayer, Fowler, 1985). O uso do NR permite localizar
microplasticos "ocultos" na amostra, ja que uma vez aderido em superficies hidrofébicas, como plasticos, resulta
em uma fluorescéncia intensa. Por outro lado, quando o NR esta em estado livre, sua fluorescéncia € minima
(Chatterjee et al., 2023). Vale ressaltar que apesar desse pigmento ter sido aplicado em uma série de estudos
para identificacdo de MPs, existe uma grande variacdo relativa as metodologias de pigmentagdo e averiguacao
das amostras.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia otimizada para identificacdo de MP-PVC,
apos coloracdo com NR, através de técnica semi-automatizada de anélise de imagens. A pesquisa também
avaliou a influéncia nos padrfes de imagem adquiridos, da exposi¢do do MP a radiacao de luz UV-C, além do
estudo da concentracdo de corante e tipo de solvente, bem como, adapta¢des na aparelhagem e luminosidade
na andlise das imagens no microscopio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 TESTE DE VIABILIDADE DE SOLVENTES E MEMBRANA

No presente trabalho foi avaliada a performance de 2 tipos de membrana, a de fibra de vidro com poros de 0,7
um e a de ésteres de celulose mistos com poros de 0,45 pm. A aplicabilidade das membranas foi testada frente
a diferentes solventes (etanol, metanol, acetona e hexano) adicionando algumas gotas dos solventes diretamente
sobre os filtros e deixando-os em repouso por 30 minutos.

2
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2.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES

SOLUCAO DE MPS

O MP-PVC novo utilizado na pesquisa foi adquirido em outubro de 2022 e detém tamanho aproximado de 105
um. O material tem aparéncia de um fino pé branco, e granulometria definida por peneira de -150 mesh. Para a
preparacao de sua solugdo, os MPs foram adicionados a agua destilada em concentragdo arbitraria de 30 mg/L,
com adicdo de 4 gotas de Extran para realizacdo da quebra da tenséo superficial do MP e garantia de seu melhor
“espalhamento” na amostra.

SOLUCAO DE NR

O NR foi preparado através da sua solubilizacdo em metanol, e foram testadas duas concentragdes, para que
assim fosse entendido qual delas propicia a melhor pigmentagdo dos MPs e a melhor otimizagdo dos recursos
utilizados. Foram testadas concentrag¢fes de 0,1 mg/L e 10 mg/L de MPs em metanol.

2.3 TESTE DE METODOLOGIAS DE PIGMENTACAO DOS MPS

Ap0s a preparacao das solucbes de NR e MPs, utilizadas para realizacdo da pigmentagdo das particulas plasticas,
dois testes foram realizados para determinacdo da melhor forma de pigmentacdo. Para cada amostragem foram
separados 100 mL de solucdo de MP.. A primeira metodologia testada foi descrita pela pesquisa de Mason et al.
(2018). Nesta, identifica-se a possibilidade de pigmentar os MPs a partir da insercdo de pigmento NR
diretamente na solugdo de MP em &gua destilada, e posterior filtracdo da amostra na membrana de fibra de vidro,
utilizada por Sfriso et al. (2020). A segunda, prevé a filtragdo de 100 mL da solu¢édo de MP na membrana e
posteriormente, a pigmentagdo do MP através da disposi¢do do NR diretamente na superficie do filtro.

Objetivando a definicdo de: melhor técnica de pigmentacéo, volume de solucdo de trabalho ideal e concentracao
de NR mais efetiva, as varidveis foram correlacionadas de diferentes formas, como mostrado na Tabela 1. Os
melhores resultados de pigmentacdo foram escolhidos para prosseguimento do estudo. O branco do
procedimento foi realizado utilizando-se a solugdo de MP na mesma concentracdo e volume dos demais testes,
porém sem a etapa de pigmentacéo.

Tabela 1: Condic6es estudadas para membrana de fibra de vidro

Teste Concentracao de NR em Volume de solucéo de Método de insercdo do NR
metanol trabalho de NR inserida
0,1 mg/L 10 mg/L 1mL 1mL Na solucéo de No filtro
MP (pré (ap6s
filtracdo) filtracdo)
1 X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
5 X X X
6 X X X
3
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As solugdes de NR foram condicionadas em um vidro de coloragdo &mbar, e estocadas em uma geladeiraa 9°C,
para que desta forma fosse possivel desacelerar o processo de degradagdo da solugdo preparada, como também
proposto por Shim et al. (2016).

2.4 ESTUDO DAS VARIAVEIS OPTICAS - MICROSCOPIA

Para analise qualitativa da coloragdo das amostras foi utilizado um estereomicroscdpio com foco motorizado
M205 C, da marca Leica, com algumas adaptacdes, como sugerido por Labbe et al., (2020), para isso foram
utilizadas folhas de papel celofane como filtro de luz, além disso, foi adicionada uma iluminacédo auxiliar através
de um canhéo de luz acoplado, para facilitar o direcionamento da luminosidade.

A partir das imagens dos MPs no microscopio, foram verificadas as variaveis que implicam na aquisicdo de
imagens, a saber: intensidade de cada tipo de filtro, coloragdo do filtro acoplado a objetiva, temperatura da luz
auxiliar, presenca de filtro amarelo na luz auxiliar, porcentagem de brilho da luz principal, uso ou ndo de laser
e as variaveis do software (ganho e exposi¢ao).

2.5 PROCESSO DE ENVELHECIMENTO POR RADIAGCAO UV-C E IDENTIFICACAO POR MEV E
FTIR

As particulas de MP (30 g) foram submetidas a radiacdo UV-C por meio da exposi¢do a 6 lampadas Philips
TUV de 15W/cada, montadas em caixa de aluminio onde permaneciam por diferentes tempos de contato,
visando simular o envelhecimento natural, conforme descrito por Lin et al. (2020). Foi utilizado um reator de
UV-C, conforme Figura 1. As amostras foram submetidas ao envelhecimento no intervalo de 4, 6 e 11 dias. A
Tabela 2 mostra a identificacdo das amostras, bem como a quantidade de dias que foram submetidas a
envelhecimento mecéanico acelerado.

Figura 1: Camara de eheciento a partir de UV-C

Tabela 2: Identificagdo e dias de envelhecimento das amostras de MP

Identificacéo das Dias de
amostras envelhecimento
0 Sem envelhecimento
1 4
2 6
3 11

O efeito do UV-C sobre as particulas foi avaliado pelo monitoramento de atributos de textura e rugosidade das
imagens obtidas em MEV utilizando um microscdpio eletronico de varredura modelo — MEV Quanta 250 (FEI),
com magnificacéo de 2.000, 5.000 e 20.000 vezes. Antes das analises, todas as amostras de MPs passaram pelo
processo de metalizagdo com ouro, a fim de melhorar a condutividade da amostra.
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Todas as imagens foram posteriormente analisadas conforme suas caracteristicas por processos de imageamento.
Foram definidas 8 bandas de caracterizagdo, sendo elas: média, variancia, homogeneidade, contraste,
dissimilaridade, entropia, segundo momento e correlagdo. Para cada uma das bandas foram definidos valores de
niveis de cinza, e para tal, a quantidade de pixels relacionados foram quantificados também.

Para analise desses dados, foram realizados histogramas para as bandas das imagens, relativos a cada
magnificacdo. Apesar da possibilidade de averiguacdo de diferentes parametros para analise de imagens,
percebe-se que a entropia é promissora, como apresentado por Espinosa et al., (2021), ja que esta métrica avalia
a variacdo de textura e irregularidade. Conforme os mesmos, a criacdo de um histograma normalizado representa
uma funcdo de intensidade que demonstra a contagem de pixels em relacdo a posicdo. A formulacdo que
demonstra a correlacdo é apresentada na Equacao 1.

Entropia =), pilog,p; Equacédo
1)

Os valores de p; séo adquiridos através de uma matriz de co-ocorréncia, definida pela Equacéo 2 (Espinosa et
al. 2021), que infere sobre uma matriz n x m.
Caxay(Lj) = X351 ye1 {Lsel(x,y) = iel(x+A4x,y + Ay) =j; 0,caso contrario}

Equacéo (2)

Na Eequacéo 2, os valores de i e j referem-se ao valor do pixel, enquanto x e y a posic¢éo espacial dos mesmos.
As varidveis Ax e Ay sao relativas a relacdo espacial a qual a matriz é calculada. Por fim, I(x,y) informa o
valor do pixel em determinada localidade da imagem.

Para anélise quimica do efeito da acdo da radiagdo UV-C foi empregada a espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) utilizando um Espectrofotdmetro modelo Prestige 21 (Shimadzu).

A anélise de pigmentacdo das amostras envelhecidas também serd realizada, visto que no meio natural os MPs
encontram-se em diferentes estagios de degradagdo, e a metodologia aplicada de identificacdo de MPs deve ser
efetiva para o material em todo o seu tempo de permanéncia na natureza. Desta maneira, pretende-se entender
a influéncia dessa variavel na capacidade de pigmentacéo do MP a partir de uma situagao controlada de bancada.
Conforme Liu et al. (2021), a submissdo dos plasticos a fatores de envelhecimento acelerado durante alguns
dias ou meses, equivalem ao envelhecimento atingido em dezenas ou centenas de anos de forma natural.

2.6 SEMI-AUTOMATIZACAO DO PROCEDIMENTO

A semi-automatizagdo do procedimento foi realizada através da aplicacdo das imagens no software de analise
de imagens ImageJ ap6s sua pigmentacdo e visualizagdo no microscdpio. A partir deste procedimento pretende-
se definir a metodologia de identificacdo dos MPs dentro do aplicativo, para que assim, seja possivel automatizar
0 método. Nesta etapa, as imagens devem ser adicionadas ao software, e, inicialmente, a identificacdo das
particulas de MPs sera realizada dada a coloracdo das mesmas, ja que o pigmento NR proporciona-os coloracéo
roxa. Inicialmente, as imagens precisam ser convertidas para imagens de 8-bits, para que assim, seja composta
apenas por niveis de cinza. Posteriormente, por limite de coloracdo, ou “threshold”, a imagem sera dividida em
pontos de coloracdo branca ou preta. Sendo a cor branca definida como a cor dos MPs nas imagens ja tratadas.

3. RESULTADOS - ANALISE E DISCUSSAO
3.1 PERFORMANCE DAS MEMBRANAS

A primeira etapa do teste de performance das membranas foi relativa ao comportamento desses filtros com o
solvente orgénico utilizado no preparo da solugdo do corante. A Tabela 3 mostra a membrana de fibra de vidro
apos a reacao de 30 min com diferentes solventes.
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Tabela 3: Teste de membrana de fibra de vidro

Etanol Metanol Acetona Hexano

Por meio desse teste foi possivel observar que a membrana de fibra de vidro ndo apresentou nenhum tipo de
rompimento ou mudanca fisica quando interagiu com os 4 solvente estudados. O que corrobora com 0s
resultados de Prata et al. (2021), no qual sugere que esse tipo de membrana poderia ser utilizada como filtro
para retencdo dos MPs. O mesmo teste foi realizado para a membrana de ésteres de celulose mistos e sdo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Teste de membrana ésteres de celulose mistos

Etanol Metanol Acetona Hexano

A performance da membrana ésteres de celulose mistos foi menos eficiente que a de fibra de vidro,
provavelmente devido a seus componentes quimicos mais sensiveis aos solventes. Apesar dos solventes ndo
terem produzido mudanga de coloracdo na membrana de ésteres, assim que o0s solventes: etanol, acetona e
hexano foram adicionados nas membranas, o material filtrante dobrou-se, e assim, passou a apresentar riscos de
perda das amostras. Desta forma, a possibilidade de uso dos solventes supracitados para essa membrana foi
descartada. Considerando a compatibilidade da membrana de fibra de vidro com todos os solventes, o metanol
foi o solvente orgénico escolhido para os demais procedimentos.

3.2 METODOLOGIAS DE PIGMENTACAO DOS MPS

Apos a filtracdo, pigmentacdo e secagem das diferentes amostras, as imagens de microscopia foram adquiridas.
Quanto maior o tempo decorrido desde a preparacdo das amostras até sua analise, ocorrem perdas de
luminescéncia do MP, sugerindo degradacdo da amostra. Assim, a metodologia de preparacdo do pigmento e
andlise das amostras foi realizada em periodo menor que 24 horas. A resposta do procedimento metodolégico
de microscopia, realizado logo apos a aquisicao das amostras, é verificada na Tabela 5.
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Amostra

Sem
ampliacéo

Ampliagéo
de 160x

No decorrer do procedimento identificativo, evidenciou-se que as variaveis Opticas promoviam diferentes
resultados. As membranas 1, 2 e 5, de concentragdo de pigmento de 0,1 mg/L, apresentaram 0s menores graus
de pigmentagdo. Nas imagens de microscopia das amostras 1,2 e 5, sem ampliacéo, ndo podem ser verificadas
particulas pigmentadas. As membranas com tingimento mais relevante sdo: 3, 4 e 6, todas com concentragdo de
NR de 10 mg/L, evidenciando que essa concentracao foi a que produziu os resultados mais satisfatdrios relativos
ao objetivo da pesquisa.

Dentre as amostras com concentracdo de 10 mg/L, a pigmentacdo da membrana 3 foi a menos evidente, apesar
de, nas imagens sem ampliacgdo, ser possivel identificar aglomerados de MPs. Quando aplicada a ampliacdo de
160x, ndo se torna possivel distinguir os MPs com facilidade devido & baixa luminescéncia dos mesmos,
podendo ainda serem confundidos com as rugosidades da membrana. As duas pigmentacGes mais promissoras
sdo as das amostras 4 e 6, permitindo concluir que o volume mais indicado para melhores visualiza¢Ges é de 1
mL. A maior luminescéncia também é percebida nas membranas submetidas a aplicacdo de NR diretamente em
sua superficie.

3.3 ESTUDO DAS VARIAVEIS OPTICAS - MICROSCOPIA

A realizacdo de diferentes combinacBes entre as variaveis opticas, evidenciou que algumas propiciavam
melhores resultados na aquisi¢do das imagens que outras. O filtro verde apresentou melhor resposta quando
acoplado na objetiva, enquanto a camada de filtro amarelo, deveria ser alocada juntamente com a luz auxiliar.
Além disso, 0 aumento na quantidade de camadas do papel celofane apenas gerava o escurecimento das imagens,
e ndo significava melhor visualizacdo das particulas plasticas. Desta maneira utilizou-se apenas uma camada
de filtro amarelo e verde.

Para a luz auxiliar foi observado que a de coloracdo branca apresentou melhor resposta que o laser verde, pois
esse Ultimo gerava a degradacdo acelerada da amostra, averiguada por sua perda de coloracdo. Dentre as
varidveis inerentes ao software, estabeleceu-se ganho de 45. A obten¢do das imagens com variacao das variaveis
Opticas, permitiu definir que a melhor combinacéo referiu-se ao teste no qual o brilho da iluminacéo principal
estava em 0%, e coloracdo de iluminacdo auxiliar de 3050k. As configuracBes de software utilizadas sdo
relacionadas a exposicdo de 101 ms. A imagem obtida a partir das métricas e varidveis definidas como padrédo
¢ apresentada na Figura 2. Nessa imagem de microscopia foi possivel observar que além de minUsculas
particulas de MP pigmentadas, aglomerados maiores também reagiram totalmente com o corante NR.
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Figura 2: Microscopia do melhor resultado (Teste 11)

3.4 PROCESSO DE ENVELHECIMENTO POR RADIAGCAO UV-C E IDENTIFICACAO POR MEV E
FTIR

As amostras envelhecidas foram averiguadas através da microscopia aplicando as melhores condicfes de
pigmentacdo e varidveis Opticas determinadas neste trabalho. As imagens com ampliacéo de 25 e 160 vezes,
bem como a identificacdo sem microscopia, sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados de microscopia de amostras envelhecidas

Identificagdo Dias de Averiguacao visual Ampliacdo de 25x Ampliacdo de 160x
da amostra envelheci
mento
0 sem
envelheci
mento
1 4
Continua
8
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A amostra de nimero 0, com 25 vezes de ampliacdo e sem nenhum tipo de envelhecimento, apresentava muitas
particulas visiveis, com coloragdo roxa e bastante aglomerado de MP. Com a amplia¢do de 160 vezes, as
microparticulas detinham coloragdo roxa intensa.

Com o inicio do processo de envelhecimento, observou-se uma diminuicdo da quantidade de particulas visiveis,
mesmo através da microscopia. Na imagem com ampliacdo de 25 vezes da amostra 2, percebe-se uma grande
particula de MPs aglomerados, entretanto, no restante da superficie da membrana, é observada uma grande
escassez dos polimeros. As imagens com 160 vezes de aproximagdo permitem identificar que quanto mais
envelhecida a amostra, menor a sua intensidade de pigmentacdo, de forma que na amostra de nimero 3 a
visualizagdo do microplastico é muito dificultada e pouco expressiva.

E sabido que o envelhecimento das particulas por intermédio de radiagdo UV-C propicia a quebra do MP em
particulas ainda menores (Lin et al., 2020). Com isso, a fim de identificar se o periodo de envelhecimento
discorrido ja proporcionava tais mudangas morfologicas, realizaram-se 6 medi¢Ges do didmetro de particulas
aleatdrias verificadas nas imagens de aproximacdo de 160 vezes. As medidas foram realizadas diretamente no
software do Estereomicroscopio com foco motorizado M205 C e os resultados das medi¢fes podem ser
visualizados na Tabela 7.

Tabela 7: Medidas de diametro dos MPs

Medida (um)
1 2 3 4 5 6 Média das medidas

(um)

Amostra 0 32,91 14,54 13,39 15,00 24,86 17,09 19,6
Amostra 1 21,06 12,6 14,78 17,67 17,00 10,32 15,6
Amostra 2 19,17 19,11 5,89 16,68 9,60 11,36 13,6
Amostra 3 8,11 22,2 7,58 9,74 24,12 4,87 12,8
9
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A partir da andlise dos valores médios dos diametros das particulas plasticas foi possivel identificar que quanto
maior o tempo de envelhecimento, menor é a média. Assim, por mais que algumas medidas de diametro da
amostra 3 ainda sejam equiparaveis aquelas visualizadas na amostra sem envelhecimento, na média, as particulas
sdo menores. Sabe-se que o tempo de envelhecimento das particulas ainda ndo sdo representativos das
caracteristicas de MPs que podem ser encontradas em amostras ambientais. Desta forma, quanto mais
envelhecidas sdo as amostras, mais acentuadas serdo as quebras e diminui¢Oes de intensidade de luminescéncia.

Outra caracteristica importante a ser discutida é a averiguacado visual da coloracdo das amostras sem a utilizacdo
de microscopia, conforme apresentado na Tabela 06. Identificou-se que, quanto mais envelhecidas as amostras,
mais fortes eram as coloragdes roxas verificadas nas “bordas” dos microplasticos, diretamente em contato com
a membrana, podendo indicar o aumento da superficie de contato e deposicdo do pigmento em tais localidades
dada a mudanca na rugosidade das particulas plasticas devido a radiagdo UV-C, como também relatado por Luo
et al. (2022).

3.5 ANALISE POR MEV

Verificada a importancia do entendimento do envelhecimento na superficie dos microplasticos, as particulas de
MP foram analisadas no MEV. As imagens adquiridas no processo séo apresentadas na Tabela 8, divididas
conforme sua magnificacéo, sendo elas 2.000, 5.000 e 20.000 vezes.

Tabela 8: Efeito do envelhecimento em diferentes tempos de contato em analises de MEV

Identificagéo Dias de Ampliacdo 2.000x Ampliagdo 5.000x Ampliacdo 20.000x

da amostra envelhecimento

0 sem
envelhecimento

1 4
2 6
10

ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental




21° SILUBESA

1N

As imagens averiguadas na Tabela 8 permitem inferir que visualmente, as mudancas morfoldgicas ndo se
apresentam de maneira tdo expressiva. O que pode-se inferir, analisando as imagens com magnificagdo de 2.000
vezes, é que as particulas plasticas com 11 dias de envelhecimento aparentam ter diminuido de tamanho quando
comparadas as particulas de MP com 4 e 0 dias de envelhecimento. Verificada a dificuldade de avaliacéo dos
MPs de forma visual, as imagens foram submetidas a métodos numéricos analiticos.

Através das analises numéricas, identificou-se que a entropia é uma variavel importante para o entendimento do
envelhecimento sob as particulas poliméricas. Tornou-se imprescindivel identificar se a magnificacéo seria um
fator de influéncia nos resultados das analises numéricas, e por isso, 0s valores de entropia, para cada um dos
tempos de envelhecimento, correlacionados as suas respectivas magnificagdes, foram tabelados e apresentados

na Tabela 9.
Tabela 9: Verificacdo da influéncia da magnificacdo no parametro entropia
Entropia 2k 5k 20k
0 1,89 1,94 1,94
4 1,90 1,53 1,96
6 1,84 1,96 2,01
11 1,99 1,94 1,85

Os valores da tabela 9, sdo apresentados, graficamente, na Figura 3.

Figura 3: Verificagdo da influéncia da magnificacdo no parametro entropia
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A partir da Figura 3, torna-se possivel inferir que os niveis de magnificacdo ndo influenciam téo
significativamente na entropia de cada um dos tempos de envelhecimento, podendo assim, analisar-se apenas
uma magnificagdo, que seja entdo representativa das demais. Desta forma, foi escolhida a magnificagdo de 2.000
vezes para que a entropia fosse analisada com mais detalhamento.

Para esta magnificacéo, foram verificadas as entropias relacionadas a cada faixa de nivel de cinza, para cada um
dos periodos de envelhecimento, sendo eles: 4, 6 e 11 dias. As Figuras 4, 5 e 6 sdo apresentadas a seguir, e
referem-se respectivamente ao envelhecimento de 4, 6 e 11 dias.

Figura 4: Entropia Figura 5: Entropia Figura 6: Entropia
4 dias de envelhecimento 6 dias de envelhecimento 11 dias de envelhecimento

As Figuras 4 a 6 apresentadas permitem verificar que em algumas condic¢des, a medida de entropia é sensivel
as alteragdes de textura afetadas pelo envelhecimento. Para valores de entropia maiores que 2, existem maiores
diferencas em relacdo ao tempo de envelhecimento estudados. A distribuicdo de pixel concentra-se nas maiores
classes de entropia, sendo mais marcado para os intervalos de 4 e 6 dias. Embora preliminares para essa
aplicaco, verifica-se potencial para uso dessa ferramenta para anélise de envelhecimento de MP, sendo
necessaria mais pesquisa no futuro para confirmar a tendéncia observada.

3.6 ANALISE POR FTIR

A andlise por FTIR possibilitou a identificacdo quimica das amostras de MP que passaram por diferentes
intervalos de envelhecimento. Os difratogramas dessas amostras sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Difratogramas de MP-PVC envelhecido em diferentes tempos de exposicéo.
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Os difratogramas das amostras de MP-PVC que passaram pelo processo de envelhecimento pela radiagcdo UV-
C mostram que a oxidacdo do material acontece ja com 6 dias de irradiacdo e vai gradualmente aumentando.
Isso é comprovado pelo aparecimento do pico de carbonila em 1716 cm™. Lin et al. (2020) também verificaram
mudancas nas caracteristicas quimicas do PVC depois da exposicdo de radiacdo UV. Os autores observaram
novos picos de absorcéo que apareceram em 1720 cm e foram identificados vibragdo de alongamento de grupos
carbonila (C = O). Estes novos picos sugeriram a geracao de estruturas carbonilicas durante a irradiagdo por
uv.

3.7 ANALISE IMAGEJ

Todas as imagens tratadas através do software ImageJ foram analisadas conforme as mesmas condicBes de
tratamento de imagem. Inicialmente, evidenciou-se que as imagens de ampliacdo de 25 vezes ndo apresentavam
resultados validos para identificacdo dos MPs, dado seu tamanho diminuto. Esta caracteristica gera ruidos na
identificagdo com utilizacdo do software nas localidades referentes as rugosidades do filtro, que sdo confundidas
com as coloragdes de MPs. Mesmo apds tratadas, as imagens com 25 vezes de aumento, ndo propiciavam a
visualizagdo dos MPs. Dada a ineficiéncia da averiguacdo das particulas para aproximacédo de 25 vezes, estas
foram descartadas das analises pelo software.

O primeiro teste de identificagdo por software foi aferido para os MPs sem envelhecimento, dado que
visualmente, com auxilio de microscopia, estes foram os que obtiveram pigmentacGes mais efetivas. Desta
forma, entende-se que estes seriam 0s que possivelmente forneceriam os melhores resultados a partir do
imageamento.

As imagens original e tratada da amostra de nimero 0, do MP-PVC novo, com ampliacéo de 160 vezes sdo
apresentadas respectivamente pelas Figuras 8 e 9.

Figuras 8 e 9: Imagens original e tratada, respectivamente - ampliacéo: 160x

As imagens foram adquiridas conforme os ajustes automaticos do software, e assim, apresentaram muito ruido,
referente a rugosidade do material da membrana, que também prejudica a precisdo do foco do microscopio.
Desta forma, apesar de a identificacdo visual por coloracdo ter sido efetiva, é perceptivel que o tratamento de
imagens ainda necessita ser refinado, para que as caracteristicas do material da membrana e do foco do
microscopio ndo afetem a identificacdo semi-automatizada das amostras, causando subestimagdo ou
superestimacao dos resultados obtidos.
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4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel verificar que a membrana de fibra de vidro se apresenta mais apropriada em
comparacdo a membrana de ésteres de celulose mistos para estudo com MP e corante seletivo NR. Os testes
realizados na membrana de fibra de vidro, permitiram identificar que as melhores condi¢Ges de pigmentacéo
foram com a insercao de 1 mL da solucdo de NR (10 mgNR/L) diretamente na membrana, ap6s a filtragéo dos
MPs. Atraves dos resultados de MEV e FTIR foi possivel observar que a radiagéo de 6 lampadas Philips TUV
15W UV-C por 6 dias ja apresentou degradacdo do MP-PVC.

As imagens adquiridas pelo MEV, submetidas a procedimento analitico, permitiram inferir que 11 dias de
envelhecimento por radiacdo UV-C resultaram em mudancas morfologicas nas particulas de MP-PVC,
conforme verificado pela analise da medida de Entropia. A constatacdo do nivel de oxidacdo do material plastico
foi realizada a partir do FTIR, e este indica um envelhecimento mais efetivo a partir do 6 dia de envelhecimento.
Em relacdo a semi-automatizacdo do procedimento, a utilizagdo do software ImageJ ainda precisa ser
aprimorada, visto a presenga de ruidos.

O desenvolvimento de técnicas mais eficientes de monitoramento de MP-PCV podera permitir maior precisao
na quantificacdo desses contaminantes em &gua. Trabalhos futuros ainda devem ser desenvolvidos para
aprimoramento da metodologia.
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